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在 肾脏 高 效 导 入 miR-483-5p 的 方法 
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摘要 :目的 人 研究 在 肾脏 高 效 导入 目的 基因 miR-483-5p 的 方法 。 方 法 肾 皮质 注射 miR-483-5p 慢 病毒 : 取 35 只 C57BL/6J 小 鼠 ， 
随机 分 为 空白 对 照 组 , 慢 病 毒 低 剂 量 组 (每 侧 肾 皮质 注射 5 pL 慢 病毒 ) 和 慢 病毒 高 剂量 组 (每 侧 肾 皮质 注射 20 红 慢 病毒 ) ,注射 
后 7d 和 21 d 处 死 取材 ;构建 可 诱导 全 身 过 表达 miR-483-Sp 的 转基因 小 鼠 ; 利 用 cre-loxp 系 统 构建 肾 小 管 特异 过 表达 miR-483- 
\ 鼠 。3 种 模型 小 鼠 利用 全 自动 生化 分 析 仪 检测 血清 中 尿素 氮 (BUN) 水 平 判断 肾 功 能 ,组 织 切片 HE 染色 观察 肾脏 
组 织 结构 ,TUNEL 法 检测 肾脏 细胞 凋 亡 。Real-time qPCR 检测 miR-483-5p 在 肾脏 的 表达 。 结 果 3 种 过 表达 miR-483-5p 小 鼠 
肾 功 能 均 正常 ,肾脏 组 织 结构 无 明显 变化 ,肾脏 细胞 无 凋 亡 。 肾 皮质 注射 20 pL LV3-miR-483-5p 后 21 d 表 达 最 高 (1.2+0.43 vs 
8.6::1.09, P<0.001)。 可 诱导 全 身 过 表达 miR-483-5p 的 转基因 动物 在 肾脏 表达 效率 较 低 (0.9+0.09 vs 1.7+0.19, P«0.05) , Cre- 
loxp 转 基因 小 鼠 可 实现 在 肾脏 特异 性 表达 ,日 效率 较 高 (1.6+1.13 vs 12.36+3.89,P<0.05)。 结 论 首次 构建 凤 小 管 特 异 过 表达 
miR-483-5p 的 转基因 小 鼠 模 型 ,实现 在 肾 小 管 特异 高 效 表 达 , 且 不 影响 肾脏 结构 及 功能 ,可 以 作为 研究 miR-483-5p 在 肾脏 中 的 
作用 及 其 机 制 的 良好 模型 ;C57BL/6J 小 鼠 每 侧 肾 皮质 注射 20 uL LV3-miR-483-5p 后 21 d 过 表达 miR-483-5p 效 率 较 高 ,不 影响 
肾 功 能 ,对 肾 组 织 无 损伤 ,日 模 型 构建 时 间 较 短 ,为 miR-483-5p 在 肾脏 中 的 作用 及 其 机 制 研 究 提供 良好 的 实验 模型 。 
关键 词 : 慢 病毒 ; 肾 组 织 ; 转 基因 技术 ;miR-483-5p 
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Abstract: Objective To establish a method for gene delivery in murine renal tissue using lentivirus vector encoding 
miR-483-5p. Methods Thirty-five C57BL/6] mice were randomly divided into control group, low-dose treatment group (5 uL 
each kidney) , and high-dose treatment group (20 uL each kidney), and in the latter two groups, the lentivirus vector encoding 
miR-483-5p were injected in the renal cortex. The tissue samples were collected at 7 and 21 days after the injection. A 
transgenic mouse model with inducible systemic overexpression of miR-483-5p was established in TG483 mice. The Cre-loxp 
system was used to create a mouse model with renal tubule-specific expression of miR-483-5p. The levels of BUN in the mice 
were detected and HE staining and fluorometric TUNEL assay were used to observe the morphological changes of the 
kidneys; real-time qPCR was used to detect miR-483-5p expression in the renal cortex. Results The mice with overexpression 
of miR-483-5p had normal renal function without obvious pathological changes or apoptosis in the renal tissue. Renal cortex 
injection of 20 uL lentivirus resulted in obviously increased level of miR-483-5p at 21 days (1.2+0.43 vs 8.6: 1.09, P«0.001). 
miR-483-5p showed a low expression (0.90.09 vs 1.7x0.19, P«0.05) in TG483 mice and a high expression in the kidney of the 
transgenic mice established using the Cre-loxp system (1.6+1.13 vs 12.36+3.89, P«0.05). Conclusion The transgenic mice with 
renal tubule-specific expression of miR-483-5p show normal renal function, and this model facilitates further study of the role 
of miR-483-5p in the kidney. 
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MicroRNAs (miRNAs) 是 一 类 长 度 为 18~24 个 核 
苷 酸 的 单 链 小 RNA"”。 近 年 来 ,许多 报道 发 现 miRNA 
参与 各 种 疾病 包括 肾脏 疾病 的 发 生发 展 ,甚至 其 表 
达 水 平 可 以 作为 诊断 急性 肾 损伤 的 dd en 
的 临床 意义 。miR-483 定位 于 基因 组 常 染色 体 IGF2 JE 


寻 第 2 内 合子 内 ”。 其 前 体 产生 两 种 主要 的 miRNA， 
miR-483-5p 和 miR-483-3p。 近 年 来 研究 发 现 ,miR-483 
在 许多 疾病 过 程 ,如 肿瘤 、 肯 关节 炎 "\ 脂 类 代谢 i 心 

血管 "疾病 中 起 重要 作用 。 关 于 miR-483 与 肾脏 疾病 
的 关系 ,有 文献 报道 miR-483 在 肾 间 质 细 胞 表达 ,与 肾 
的 发 育 和 纤维 化 有 关 ""。Sui 等 "得 查 发 现 15 例 肾 移 植 
术 后 出 现 急 性 排斥 反应 的 病人 血清 中 miR-483-5p 明 显 
上 调 , 表 明 其 可 能 与 急性 排斥 反应 所 引起 的 肾 损伤 有 
关 。 然 而 ,如 何在 肾脏 高 效 导 入 miR-483-5p, 深 入 研究 
其 在 调节 肾脏 功能 中 的 作用 及 其 机 制 ,还 没有 文献 报 
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道 。 因 此 ,本 文 利用 肾 皮 质 注 射 miR-483-5p 慢 病毒 , 构 
建 可 诱导 全 身 过 表达 miR-483-5p 的 转基因 小 鼠 以 及 肾 
小 管 特异 过 表达 miR-483-5p 的 转基因 小 鼠 , 探 索 在 肾 
脏 高 效 导 入 miR-483-5p 的 方法 ,期 望 为 miR-483-5p 在 
肾脏 中 的 功能 及 其 机 制 研究 提供 良好 的 模型 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 和 仪器 
8 周 龄 C57BL/6J 小 鼠 35 R , 购 于 南方 医科 大 学 实 

验 动物 中 心 ,实验 动物 使 用 许可 证 号 为 SYXK 粤 2006- 
0015。 全 身 过 表达 miR-483 转 基因 小 鼠 由 广州 赛 业 牛 物 
科技 有 限 公司 构 建 ,采用 Tet-on 系统 启动 pre-miR-483 
基因 的 表达 ,rtTA 小 鼠 购 自 美国 Jackson 实验 室 ,编号 
为 006965。 肾 小 管 细 胞 特异 性 表达 miR-483-5p 转 基因 
小 鼠 利用 Cre-loxp 系统 构建 ,loxp-loxp 转 基因 小 鼠 由 广 
州 赛 业 生物 技术 有 限 公司 构建 ,与 PEPCK 的 Cre 转 基 
因 小 鼠 ( 由 南方 医院 肾 内 科 聂 静 教授 偿 赠 ) 杂 交 而 得 。 
病毒 LV3-miR-483-5p、LV3-NC 以 及 Mmu-miR-483- 
5p hairpin-it real-time PCR 试 剂 使 和 U6 snRNA real-time 
PCR 试 剂 盒 均 由 苏州 吉 玛 基因 股份 有 限 公 司 构建 合成 ; 
33-gauge 针 头 及 微量 注射 器 购 自 Hamilton;TUNEL Jf] 
亡 检 测试 剂 盒 购 自 Promega; 倒置 交 光 显微镜 (日 本 尼 
康 ); 菊 光 定 量 PCR 仪 (ABI step one plus); 

1.2 方法 

1.2.1 肾 皮质 注射 miR-483-Sp 慢 病毒 取 35 只 C57BL/ 
6J 小 鼠 ,随机 分 为 7 组 ,空白 对 照 组 (7 组 ) 慢 病毒 低 剂量 
(每 侧 肾 皮质 5 pL,1~3 组 ) 和 高 剂量 组 (每 侧 肾 皮质 20 uL, 
4-6 组 )。 具 体 为 ,1 组 :5 uL LV3-NC(lentivirus-mediated 
Negative Control) 注 射 21 d;2 组 :5 uL LV3-miR-483-5p 
(lentivirus- mediated miR-483-5p) 注 射 7d;3 组 :5 uL 
LV3-miR-483-5p 注 射 21 d;4 组 :20 uL LV3-NC 注 射 
21 d;52H:20 uL LV3-miR-483-5p 注 射 7d;6 组 :20 uL 
LV3-miR-483-5p 注 射 21 d;7 组 : 仪 分 离 肾 脏 ,不 注射 病 
毒 。 病 毒 滴 度 均 为 1x10”TU/mL。 小 鼠 麻 醉 后 ,从 背部 
两 侧 分 别 切 开 小 于 1 cm 切口 ,暴露 肾脏 ,每 侧 肾 皮质 选 
取 4 个 注射 位 点 ,如 图 1。 注 射 慢 病 毒 时 针头 需 与 肾脏 
保持 垂直 ,下 针 动 作 迅 速 ,以 减少 针头 对 肾脏 损伤 。 当 
感觉 到 针头 突破 包 膜 的 穿 破 感 后 ,开始 注射 慢 病 毒 , 针 
头 不 可 刺 入 过 深 , 以 防 引起 出 血 ,注射 完 病 毒 后 停留 1~ 
2 s 青 拔 针 , 以 防止 慢 病 毒 溢出 。 随 后 缝合 伤口 。 

1.2.2 可 诱导 全 身 过 表达 ImiR-483-S$p 转基因 小 筷 模 型 
全 身 miR-483 的 过 表达 受 Tet-on 系统 (图 2A) 的 调控 ， 
可 通过 rtTA- 强 力 霉 素 系统 的 诱导 实现 时 间 特 异性 表 
达 。 本 实验 中 ,携带 pri-miR-483 基因 和 rtTA 等 位 基因 
的 双阳 性 小 鼠 命 名 为 TG483 小 鼠 , 作 为 阳性 实验 鼠 ;pri- 
miR-483 或 rtTA 的 单 阳 性 同 窜 小 鼠 为 阴性 对 照 鼠 。 自 小 
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图 1 慢 病毒 注射 位 点 示意 图 
Fig.1 Diagram of injection site. *: the injection site. 


BLZ J&] dit e n] EE 26 T 008 7J RE XR Z1] 2 mg/mL 
doxycycline(Dox) 的 饮用 水 以 启动 miR-483 基 因 的 表达 。 

1.2.3 肾 小 管 特异 性 表达 miR-483-5p 转 基因 小 息 模 型 
利用 Cre-loxp 系统 (图 2B) , 带 有 PEPCK-Cre 小 鼠 与 
loxp-loxp 小 鼠 杂 交 ,得 到 稳定 遗传 的 F2 代 阳 性 鼠 中 
PEPCK-Cre' 会 切割 loxp-loxp 位 点 ,使 导入 的 外 源 DNA 
失去 起 到 转录 终止 作用 的 SV40 pA 元 件 ,进而 使 miR- 
483-5p 的 前 体 在 细胞 内 大 量 复制 。 


^^ gemere — m —]— 


Doxycycline 


No Expression Expression 


Pri-miR-483-5p 


LoxP - SV40 pA - LoxP — 


图 2 转基因 小 鼠 过 表达 miR-483-Sp 原理 示意 图 
Fig.2 Schematic representation of the overexpression in 
transgenic mice. A: Systemic overexpression of miR-483- 
5p inducible model in TG483 mice; B: Tubules-specific 
expression of miR-483-5p in cre-loxp system mice. 


1.2.4 血清 生化 分 析 小 鼠 麻 醉 后 , 沿 胸骨 中 线 剪 开 胸 
腔 外 壁 ,但 不 破坏 内 壁 以 保持 胸腔 负 压 的 完好 性 ,用 心 
脏 穿刺 术 收 集 血液 ,于 室温 下 放置 2 h, 待 血 完 全 凝 好 ， 
3000xg 离 心 15 min, 取 上 清 。 于 Olympus AU 5400 4 
自动 生化 分 析 仪 上 检测 尿素 氮 水 平 。 


201806.00140v1 


chinaXiv 


1.2.5 苏 木 精 - 伊 红 (HE) 当 色 剪 取 单 侧 肾脏 , "ELT 496 
多 聚 甲醛 中 室温 固定 24h 后 ,常规 脱水 .透明 108 La 
埋 . 切 片 。 挑 取 切 面 完 好 的 石蜡 切片 ,65 烤箱 中 烤 片 
30 min ,常规 脱 晴 水 化 。PBS 冲洗 3 次 ,5 min/ 次 。 切 片 
放 入 苏 木 素 染 液 中 2 min, 自来水 清洗 。1% 盐 酸 酒精 分 
化 3 s, 自 来 水 清洗 。 伊 红 染 液 染色 20 s, 自 来 水 清洗 。 
常规 脱水 透明 后 ,用 中 性 树脂 封 片 后 用 显微镜 下 观察 拍 
HE, 

1.2.6 组 织 细胞 凋 亡 检测 组 织 细 胞 凋 亡 利用 Fluorometric 
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated 
dUTP nick end labeling) 法 进行 检测 。 挑 取 切 面 完 好 的 
石蜡 切片 ,65 烤箱 中 烤 片 30 min ,常规 脱 晴 水 化 。PBS 
冲洗 3 次 , 5 min 钦 。 新 鲜 的 4% 多 聚 甲 醛 固 定 15 min, 
PBS 冲洗 2 次 ,5 min 钦 。 和 蛋白 酶 K(1:500,PBS 稀 释 ) 滴 
加 在 组 织 上 ,37 恒温 箱 透 化 30 min,PBS 洗 1 次 ,5 min/ 
次 。 新 鲜 的 4% 多 聚 甲醛 重 固定 5 min,PBS 洗 1 次 ,5 min/ 
次 。 滴 加 TdT 反 应 平衡 液 在 组 织 上 ,37 % 恒 温 箱 孵育 
10 min; 擦 去 平衡 液 , 滴 加 提前 配 好 的 TdT 反 应 液 ( 平 
衡 液 : 核 背 混合 物 :rTdT 酶 =45:5:1),37 %C 恒 温 箱 反 应 
60 min。SSC 用 ddHO 稀 释 成 2xSSC, 滴 加 在 组 织 上 , 孵 
育 在 37 %C 恒 温 箱 15 min, 终 止 反 应 。PBS 洗 3 次 ,5 min/ 
次 。 用 含 DAPI 的 封 片 剂 封 片 ,注意 不 要 产生 气泡 ,于 显 
微 镜 下 观察 并 拍照 。 

1.2.7 肾 组 织 总 RNA 的 提取 及 Real-Time qPCR 小 鼠 
麻醉 后 , 沿 腹 中 线 剪 开 腹腔 , 取 单 侧 肾 脏 , 剪 取 50 mg 的 
肾脏 皮质 放 入 1 mL TRizol 试剂 。 提 取 方 法 按照 说 明 
书 抽 提 肾 皮 质 总 RNA。miRNA 的 检测 采用 吉 玛 公司 
试剂 盒 ,U6 为 内 参 。 记 录 Ct 值 ,根据 公式 计算 , 扩 增 后 
目的 基因 相对 表达 量 , 公 式 如 下 :miRNA-483-5p 相 对 
Aj iio Cin cc 

1.2.8 组 织 原 位 杂交 用 于 原 位 杂交 的 探 针 序列 为 
CTCCCTTCTTTCCTCCCGTCTT ,该 探 针 为 地 高 辛 标 
记 。 组 织 从 取材 开始 就 要 求 在 在 无 RNase 的 环境 中 进 
行 ,切片 需 保存 于 -80 %。 所 有 耗材 及 试剂 必须 经 过 无 
RNase 处 理 。 挑 取 切 面 完 好 的 石蜡 切片 ,常规 脱 晴 水 
化 。PBS 冲洗 3 次 ,5 minK. 20 ug/mL ÆA K TE 
37 % 处 理 标本 30 mino PBS 冲洗 次 ,然后 新 鲜 的 4% 多 
限 甲 醛 固 定 10 min。 滴 加 预 杂 交 液 在 组 织 上 ,60 CH 
育 2 h。 用 杂交 液 按 照 1:100 的 比例 稀释 探 针 ,随后 置 
90 % 金属 浴 处 理 8 min, 冰 上 放置 5 min。 取 出 组 织 ， 
掉 多 余 的 杂交 液 ,将 准备 好 的 探 针 覆盖 标本 ,于 60 "C2 
交 过 夜 ( 不 少 于 16 h)。 杂 交 完 成 后 ,用 50% 甲 酰胺 ， 
50% 2xSSC 在 杂交 温度 县 育 组 织 3 次 ,30 minK. Kihi 
地 高 辛 的 荧光 二 抗 按 1:800 稀释 ,37 CHA 60 min. 
PBS 常温 洗涤 标本 7 次 ,5 min/ 次 。 最 后 滴 加 DAPI 进 
行 封 片 , 镜 下 观察 。 

1.2.9 统计 学 处 理 本 实验 所 有 数据 以 均值 + 标准 差 表 
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示 。 数 据 的 统计 学 分 析 采 用 SPSS 13.0 分 析 软 件 :两 组 数 
据 之 间 的 差异 比较 采用 独立 样本 1 检验 进行 。P<0.05 
表明 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 肾 皮 质 注射 miR-483-S$p 慢 病毒 小 鼠 模 型 

C57BL/6J 小 鼠 肾 皮质 miR-483-5p 慢 病毒 注射 顺 
利 完成 , 术 中 无 死亡 , 术 后 生命 活动 正常 。 低 剂量 (每 侧 
肾 皮 质 5 nL)miR-483-Sp 慢 病毒 注射 7 4 和 21 d 均 不 影 
响 肾 功能 ,血清 尿素 氮 与 空白 对 照 组 相 比 , 差 异 无 统计 学 
意义 。BUN 水 平 注射 NC 慢 病毒 5 uL 21 d (P-0.823), 
注射 miR-483-5p 慢 病毒 5 uL 7 dCP=0.778) ,注射 病毒 
5 uL 21 d(P-0.627) , 均 在 正常 范围 (图 3A)。 石 晴 切 片 
HE 染色 显示 肾脏 组 织 结构 无 异常 ,无 明显 病变 (图 
3B)。 进 一 步 利 用 TUNEL 检 测 肾 皮质 中 肾 小 管 细胞 无 
明显 凋 亡 ( 图 3B)。 这 些 结果 提示 , 5 nL 慢 病 毒 不 影响 
肾脏 形态 结构 及 功能 ,未 诱导 肾 小 管 等 细胞 凋 亡 。 然 而 
肾 皮质 miR-483-5p 水 平 在 慢 病 毒 注射 后 第 7 和 21 天 均 
无 明显 上 升 (miR-483-5p 相 对 表达 量 注射 miR-483-5p 
慢 病 毒 5 uL 7 d,P=0.830, 注 射 病 毒 5 uL 21 d ,P=0.94， 
图 3C)。 

高 剂量 (每 侧 凤 皮质 20 nL)miR-483-5p 慢 病毒 注 
射 后 7d 和 21 d 同 样 不 影响 肾 功 能 ,血清 尿素 氮 与 空白 
对 照 组 相 比 ,差异 无 统计 学 意义 (BUN 水 平 注射 NC 慢 病 
毒 20 uL 21 d,P=0.483; 注 射 miR-483-5p 慢 病毒 20 uL 
7 d,P=0.069; 注 射 病毒 20 uL 21 d,P=0.252), 均 在 正常 
范围 (图 4A);qPCR 检 测 肾 脏 损 伤 的 早期 标志 分 子 KIM-1 
表达 无 上 调 (KIM-1 相对 表达 量 注射 miR-483-5p 慢 病 
毒 21 d,P=0.882, 图 4B); 石 蜡 切 片 HE 染色 显示 肾脏 组 织 
结构 无 异常 (图 4C); 进一步 利用 TUNEL 检测 肾 皮质 中 
肾 小 管 细胞 无 明显 凋 亡 ( 图 4C)。 这 些 结果 提示 , 20 uL 
慢 病毒 同样 不 影响 肾脏 形态 结构 及 功能 ,未 诱导 肾 小 管 
等 细胞 凋 亡 。 肾 皮质 miR-483-5p 水 平 在 慢 病 毒 注射 后 
第 7 天 即 升 高 3 倍 ,第 21 天 进一步 升 高 达 8.6 倍 (miR- 
483-5p 相对 表达 量 注射 miR-483-5p 慢 病毒 20 uL 7 d, 
P=0.01; 注 射 病毒 20 uL 21 d, P-0.0001 , [| 4D). 

以 上 结果 表明 ,利用 33-gauge 针 头 在 C57BL/6J 小 
鼠 每 侧 肾 皮质 均匀 注射 20 pL miR-483-5p 慢 病毒 后 21 d, 
既 不 影响 肾脏 形态 结构 及 功能 ,又 使 miR-483-Sp 过 表 
达 至 8.6 倍 ,是 一 种 在 明 皮 质 安 全 高 效 时 入 miR-483-5p 
的 模型 。 

2.2 可 诱导 全 身 过 表达 miR-483-5p ^ UM 

全 身 miR-483 的 过 表达 受 Tetron 系 统 的 调控 ,可 通 
过 rtTA- 强 力 霉 素 系统 的 诱导 实现 时 间 特 异性 表达 , 基 
因 型 鉴定 见 图 SA。TG483 小 鼠 (阳性 鼠 ) 各 项 生命 活动 
正常 ,肾脏 组 织 形态 及 功能 无 异常 (数据 未 显示 ) o 
Real-time qPCR 检测 发 现 小 鼠 肾 脏 miR-483-5p 升 高 
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1.7 倍 (0.9+0.09 vs 1.720.19,P—0.004, K] 5B). 
2.3 肾 小 管 特异 性 表达 miR-483-5p 模 型 

肾 小 管 特异 性 表达 miR-483-5p 转 基因 小 鼠 利 用 
Cre-loxp 系统 构 建 ,稳定 遗传 的 F2 代 阳性 鼠 和 阴性 鼠 各 
项 生命 活动 正常 ,肾脏 结构 和 功能 无 异常 (基因 型 见 图 
6A, 其 他 数据 未 显示 )。 利 用 痰 光 原 位 杂交 的 方法 , 检 
测 到 miR-483-5p 在 肾 皮 质 中 肾 小 管 细胞 特异 性 表达 
(图 6B)。Real-time qPCR 检测 发 现 , 阴 性 小 鼠 与 阴性 
小 鼠 相 比 ,miR-483-5p 在 肾脏 的 表达 显著 上 调 , 达 12.35 
倍 (1.6+1.13 vs 12.35+3.89,P-0.01, 图 6D) ,而 在 其 他 组 织 
如 心脏 表达 无 变化 (0.9+0.35 vs 0.8+0.18,P=0.694， 
图 6C)。 


3 讨论 

如 何在 肾脏 高 效 导 入 外 源 基因 , 造 模 方式 众说 纷 
纸 ,报道 miR-483-5p 在 15 例 肾 移 植 术 后 出 现 急性 排 
斥 反应 的 病人 血清 中 明显 上 调 , 表 明 其 可 能 与 急性 排斥 
反应 所 引起 的 肾 损 伤 有 关 ""。 而 本 研究 中 发 现 , 正 常 小 
鼠 肾 脏 过 表达 miR-483-5p 不 会 引起 急性 肾 损 伤 ,但 在 
对 小 鼠 进 行 造 模 后 发 现 miR-483-5p 是 参与 急性 肾 损伤 
的 关键 分 子 ,我 们 也 在 后 续 的 动物 实验 中 进行 了 验证 
(数据 未 显示 )。 为 了 深入 研究 miR-483-5p 在 调节 肾脏 
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图 3 肾 皮 质 注射 5 HL 慢 病毒 后 小 鼠 表 型 

Fig.3 Phenotype of mice after injection of 5 uL 
lentivirus in the kidney. A: The level of BUN. 
No significant difference, vs Contorl group; B: 
HE staining and fluorometric TUNEL. Scale bar- 
50 um; C: The level of miR-483-5p. No 
significant difference vs LV3-NC 5 uL group. 


功能 中 的 作用 及 其 机 制 ,急需 探索 在 凤 脏 高 效 导 入 
miR-483-5p 的 方法 。 然 而 由 于 miR-483-5p 在 肾脏 中 的 
作用 研究 其 少 ,如 何在 肾脏 高 效 时 人 miR-483-5p 未 见 
报道 。 本 研究 利用 在 皮质 注射 慢 病毒 以 及 转基因 动物 
对 于 在 肾脏 安全 高 效 导 人 miR-483-5p 进 行 了 积极 有 效 
的 探索 。 

慢 病毒 载体 是 一 种 逆转 录 病 毒 载体 ,是 在 HIV-1 
(人 类 免疫 缺陷 T 型 病毒 ) 的 基础 上 发 展 的 高 效 载体 "*。 
其 对 分 裂 细 胞 和 非 分 裂 细 胞 均 有 感染 能 力 *“", 转 染 效 率 
高 , 靶 向 性 好 ,相对 于 常用 的 病毒 载体 如 腺 病毒 在 转 染 效 
率 、 稳 定性 及 携带 外 源 基因 的 大 小 等 方面 优势 明显 " 2。 
如 何 让 慢 病毒 载体 在 肾脏 细胞 中 稳定 表达 ,具体 的 造 模 
方式 众说 纷 终 。 很 多 研究 者 尝试 不 同 注射 途径 包括 肾 
动脉 注射 .输尿管 道行 注射 以 及 尾 静 脉 注射 方法 ,但 都 
有 一 定 的 局 限 性 。Chen 等 2 在 红 动 脉 注射 腺 病毒 以 导 
人 外 源 基因 ,然而 由 于 肾 动 脉 注射 过 程 中 需要 夹 闭 肾 动 
脉 和 静脉 4$ min, 缺 血 会 引起 轻微 的 肾 小 管 损 伤 以 及 单 
核 细胞 的 浸 泣 。 因 此 肾 动 脉 注射 病毒 的 方法 对 于 肾 损 
伤 相关 研究 是 不 适用 的 。Ito 等 2 利用 夹 闭 输尿管 方式 ， 
经 输尿管 逆行 灌注 病毒 载体 ,28 d 后 大 部 分 小 鼠 仅 在 肾 
髓 质 观察 到 基因 表达 ,一 只 在 肾 皮 髓 质 观 察 到 表达 。 此 
造 模 方式 基因 表达 量 有 限 ,并 且 不 能 很 好 的 在 肾 皮 质 中 
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图 4 肾 皮 质 注 射 20 LIS NER 


Fig.4 Phenotype in mice after injection of 20 uL lentivirus in the kidney. A: The level of BUN. No significant difference, vs 
Contorl group; B: The level of KIM-1. No significant difference, vs Contorl group; C: HE staining and fluorometric TUNEL. 
Scale bar-50 um; D: The level of miR-483-5p. *P«0.05, ***P«0.0001. 
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图 5 TG483 小 鼠 的 构建 及 肾脏 miR-483-5p 水 平 的 检测 
Fig.5 Schematic representation of the generation of miR-483 transgenic (TG483) mice and the level of 
miR-483-5p in TG483 mice. A: Identification of genotypes by agarose gel electrophoresis; B: The level of 


miR-483-5p. **P<0.001. 


表达 目的 基因 。 利 用 尾 静 脉 注射 的 方式 给 予 病毒 载体 ， 
虽然 不 会 对 肾脏 造成 任何 损伤 ,但 在 肾脏 中 表达 不 明 
显 ,不 是 一 个 可 行 性 的 造 模 手段 “。 在 我 们 的 研究 中 ， 
选择 在 两 侧 肾 皮质 多 位 点 均匀 注射 慢 病 毒 载体 。 所 使 


用 的 微量 注射 器 参考 神经 外 科 实 验 , 其 中 的 立体 定向 注 
射 动物 脑 部 实验 所 用 到 的 33-gauge Hamilton 的 微量 注 
射 器 中 可 有 效 降低 穿刺 对 肾 皮 质 的 出 血 现象 和 损伤 。 
经 过 不 同 剂 量 和 时 间 的 比较 ,总 结 出 在 C57BL/6J 小 鼠 
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图 6 肾 小 管 特异 表达 miR-483-5Sp 的 转基因 小 鼠 的 构建 及 心脏 和 肾脏 miR-483-5p 水 平 的 检测 
Fig.6 Schematic representation of the mice with renal tubules-specific expression of miR-483-5p and the level of miR- 
483-5p in the heart and kidney. A: Identification of genotypes by agarose gel electrophoresis; B: Fluorescence in situ 


hybridization analysis of miR-483-5p (green) in PEPCK /loxp' mice. Scale bar-20 um; C: The level of miR-483-5p in 
heart. No significant difference vs Control group; D: The level of miR-483-5p in kindey. *P«0.05 vs Control group. 


两 侧 肾 皮质 各 注射 20 uL miR-483-5p 慢 病毒 后 21 d, BE 
影响 肾脏 形态 结构 及 功能 ,又 使 miR-483-5p 过 表达 
至 8.6 售 ,是 一 种 在 肾 皮质 安全 高 效 导 入 miR-483-5p 的 
模型 。 
转基因 技术 近 些 年 在 基础 研究 领域 起 到 了 巨大 的 推 
动作 用 ””, 利 用 转基因 技术 探究 单个 基因 在 疾病 中 产生 的 
病 生理 作用 十 分 盛行 5%, 且 取得 了 丰硕 的 研究 成 果 ” 2 。 
在 miR-483-5p 转 基因 模型 的 探索 中 ,本 研究 首先 利用 
Tet-on 系统 构建 了 可 诱导 全 身 过 表达 miR-483-5p 的 转 
基因 小 鼠 。Tetron 系 统 利用 rtTA- 强 力 霉 素 诱导 全 身 过 
表达 miR-483-5p ,实现 了 表达 时 间 的 可 控 性 ,但 经 检测 
在 肾脏 表达 最 高 的 品系 表达 效率 只 有 1.7 倍 , 低 于 慢 病 
毒 注射 模型 。 且 不 仅仅 在 肾脏 有 过 表达 ,在 其 他 组 织 也 
过 表达 。 虽 然 TG483 小 鼠 各 项 生命 活动 及 代谢 ( 肝 肾 
功 等 ) 均 正常 ,但 不 能 在 肾脏 特异 表达 也 是 这 一 模型 的 
又 一 缺陷 。 接 着 我 们 又 利用 Cre-loxp 系统 首次 成 功 构 
建 了 肾 小 管 特异 表达 miR-483-5p 的 转基因 小 鼠 , 实 现 
了 在 肾脏 特异 高 效 地 过 表达 miR-483-5p( 过 表达 效率 


3551] 12.35 48) ,不管 是 特异 性 还 是 表达 效率 均 高 于 其 他 
两 种 模型 。 

因此 本 研究 认为 ,首次 成 功 构建 凤 小 管 特异 表达 
miR-483-5p 的 转基因 小 鼠 , 实 现 了 在 肾脏 特异 高 效 地 
过 表达 miR-483-5p, 旦 不 影响 肾脏 结构 和 功能 ,是 在 肾 
脏 高 效 早 人 miR-483-5p 的 良好 模型 ;C57BL/6J 小 鼠 两 
侧 肾 皮质 各 注射 20 uL miR-483-5p 慢 病 毒 后 21 d, EAS 
向 肾脏 形态 结构 及 功能 ,又 使 miR-483-5p 过 表达 至 
8.6 倍 ,是 一 种 在 肾 皮质 安全 高 效 时 入 miR-483-Sp 的 又 
一 有 效 模 型 。 比 较 两 种 模型 的 优 缺 点 , 慢 病毒 模型 构建 
有 明显 的 时 间 及 经 济 优势 ,快速 ,成 本 低 , 且 过 表达 效率 
仅 稍 稍 低 于 凤 脏 特异 性 过 表达 miR-483-Sp 的 转基因 小 
鼠 。 对 于 miR-483-5p 在 肾脏 中 作用 的 初步 研究 是 适用 
的 。 缺 点 是 每 次 模型 构建 手术 过 程 复 林 , 重 复 性 比 起 转 
基因 小 鼠 稍 逊 色 。 而 肾脏 特异 性 过 表达 miR-483-5p 的 
转基因 小 鼠 主 要 缺点 是 模型 构建 耗 时 长 , 且 费 用 高 ,但 
一 旦 模型 构建 成 功 , 则 非常 稳定 , 且 对 于 后 续 的 研究 非 
常 方便 。 本 研究 探索 了 在 肾脏 高 效 导 入 miR-483-5p 的 
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方法 ,不 仅 对 于 miR-483-5p 在 调节 肾脏 中 的 作用 及 其 
深入 的 机 制 研究 提供 了 良好 的 模型 ,而 且 对 于 将 来 可 能 
的 临床 应 用 提供 了 实验 依据 。 
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